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（Control） 1．34 4．35 2．92
N，D．：　〈　O．1　nmol／l　06　cells
Table　8ポリアミン欠乏HTC細胞にDA　3333およびDA　3343を投与したとき
　　　　のHTC細胞におけるポリアミンおよびアナロク体量
olyamine　（nmol／1　06cells）analog　（nmol／1　06cells）
treatmenthr ut　spd　spm　Nspd　monoacetylpolyamlne　diacetylpolyamine
50ptM　AOAPO　N．D．　N．D．　1．62　一一・一
24　N．D．　N．D．　1．60　一一
50pM　AOAP＋　0
10yM　DA3333　24
　　　　　　　　　48
　　　　　　　　　72
　　　　　　　　　96
ND．　N．D．　1．62　N．D．
N．D．　N．D．　O．76　1．97
ND．　N．D．　O．53　3．45
N．D．　ND．　O．34　4．02
N．D．　N．D．　O．25　535
?????? N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
50pM　AOAP＋　0
10pM　DA3343　24
　　　　　　　　　48
　　　　　　　　　72
　　　　　　　　　96
N．D．
N．D．
N．D－1
N．D．
N・Dv
N．D．
1．1　4
0．88
1．7．8
1．46
1．6　2
2e5　1
2．47
1．67
1．95
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N　D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
contro1 1．61　4．3S　3．10　一・
N．D．：〈　O．1　nmol／106cells
49
本研究の意義と今後の課題
①細胞死を起こすスペルミジンアナログの構造特異性に関連して
　培養細胞に対するポリアミン投与の効果を調べる場合には，アミン酸化酵素阻
害剤を培地に添加するか，あるいはその酵素活性が低いとされる馬血清や無血清
培地を用いることが通例になっていることでもわかるように，ポリアミンによる
細胞の損傷は，ポリアミン由来の代謝物に起因すると考えられてきた．　しかし，
最近，このような考えに矛盾する結果が相次いで報告されている．
　Brunton等は，ハムスター由来のBHK細胞を比較的高濃度の1mMのスペルミ
ンおよび馬血清を含む培地で培養したときに見られる増殖抑制が，カタラーゼ，
グルタチオンレダクターゼの阻害剤でそれぞれ影響を受けないこと，また，アミ
ノグアニジンでも増殖は一部しか回復せず，ポリアミン酸化酵素の阻害剤では増
殖抑制が増強されることを報告し，スペルミンそのものに増殖抑制作用があるも
のと推察した．また，Igarashi等もマウスFM3A細胞を10mMのスペルミジンあ
るいは2mMのスペルミンを含む培地で培養すると，強い増殖抑制か起こり，それ
は低マグネシウム含有培地によりさらに増強されることを報告した．これらの報
告は，培地に投与したスペルミン濃度が比較的高いために細胞膜への直接作用の
可能性も否定できないが，細胞内濃度が上昇すると，ポリアミンが増殖補助因子
としてではなく毒性物質として作用することを示唆している．
　一方，Mitchell等はODC過剰産生株を本研究で用いたと同じHTC細胞で分離
した際，細胞が低濃度ポリアミンの投与で容易に死ぬことに注目し，細胞内ポリ
アミン量を調べ，これらの細胞が大過剰のポリアミンを蓄積して死ぬことを報告
した．また，Poulin等はマウス白血病由来のL1210細胞のODC過剰産生株に，
低濃度のスペルミジン存在下浸透圧ショックを加えると，細胞が急激にスペルミ
ジンを取り込み細胞死に至ることを報告した。両グループの結果ともスペルミジ
ンの蓄積量と細胞数の減少には相関があることを示しており，ODC過剰産生株に
特有なポリアミンの過剰蓄積が細胞死の原因であると結論している．
　本研究で観察された細胞死も，スペルミジンから生ずる微量の毒性物質に起因
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する可能性を完全には否定できない．しかし，培地に加えるアミノグアニジン濃
度や馬血清の影響を調べた結果は，この細胞死が血清中のアミン酸化酵素によっ
て起きたものでないことを示している．また，細胞内に取り込まれた311一スペル
ミジンの変化を追跡したとき，細胞死が明瞭に観察される投与後24時間におい
ても放射能の97％がプトレシン，スペルミジンおよびスペルミン分画に回収され
ることは，3H一スペルミジンに由来する3H一プトレシンの放射比活性が半分になる
ことも考慮すれば，スペルミジンが過剰に蓄積した状況下でも通常の代謝経路以
外の変化を受けないことを示している．この他，アナログ体の中でもメチルプト
レシンへの代謝を受け易いN8一メチルスペルミジンに強い毒性が見られないこと
は，ポリアミン合成の逆経路における代謝過程には，有毒な代謝中間体がほとん
ど生成しないことを示唆している．さらに，カルボニル試薬としての強い反応性
を持つAOAPの処理濃度によっても，スペルミジンの毒性が影響を受けなかったこ
とは，アルデヒドあるいはケトン基をもつ化合物がこの毒性に関わらないことを
強く示唆している．したがって，これらの結果から，スペルミジンの直接作用に
より細胞学が起こるものと結論した．
　本研究は，基本的には低濃度のスペルミジン投与による過剰蓄積を示したMit
chel！等およびP◎ulin等の報告と同様の細胞死を観察したものと思われるが，
細胞系として変異誘発剤により分離したODC過剰産生株を用いていない点，細胞
死がスペルミジンの化学構i造に特異的に起こることを示している点で，この細胞
死がスペルミジンの生理作用に関わるものであることをより強く示唆していると
いえよう．
　ポリアミン合成に関わる酵素類の生合成が種々の増殖因子，ホルモンあるいは
ポリアミン自身によって巧妙かつ複雑に調節されていることは，ポリアミンの重
要性を示すものと考えられてきた．　しかし，ポリアミン合成の阻害によってポリ
アミンを枯渇させたほとんどの場合，細胞は可逆的に増殖を停止するが，特殊な
分化過程を除き，細胞機能に重大な傷害を与えることは観察されない．スペルミ
ジン蓄積による細胞死が，もし，プログラム細胞死などの生理的な細胞機能の調
節に関わるならば，これまでポリアミンの有効利用あるいはプトレシンの供給が
　　　　　　　　　　　　　　　　一　51　一
主目的であると考えられてきたポリアミン合成逆経路の律速酵素であるSATの存
在が，過剰なポリアミンの蓄積を回避する新しい意義を持つことになろう．本研
究結果はポリアミン機能研究ばかりでなく代謝調節の観点からも新しい視点を提
供している．
②スペルミジンによる細胞死の生化学的，形態的特微
　アポトーシスは，形態的な特徴とDNAの断片化によって定義される細胞死の一形
態であるが，プログラム細胞死の過程で観察されることが多いために，生理的な
細胞死の一指標と考えられている．特に免疫細胞で観察されるアポトーシスに関
して多くの研究がなされており，癌遺伝子の発現とも密接に関わることが明らか
になっている．
　これまでに報告されているポリアミンとアポトーシスとの関係を調べた研究か
ら，胸腺細胞に種々の刺激を加えたときに観察されるDNAの断片化がスペルミンの
投与により抑制されること，DNAの断片化に関わると思われるMg2▽Ca2＋依存性
エンドヌクレアーゼの活性をスペルミンが効率よく阻害することなどが明らかに
なっており，ポリアミンがアポトーシスに対して抑制的に働くことを示唆してい
る．しかし一方で，腫瘍壊死因子によって誘導されるアポトーシスと思われる細
胞死がポリアミン合成阻害剤によって抑制されることも報告されており，ポリア
ミンがこの細胞死の過程に複雑に関わる可能性は高い．　今回得られた結果は，
形態的な変化とDNAの断片化の抑制が同時に起こるという従来アポトーシスでは報
告のない結果になった．ポリアミンの蓄積がDNAの断片化を抑制する結果は他の研
究者の報告と一致すること，形態的変化もきわめて明瞭に観察されること，また，
アポトーシスの定義そのものが曖昧で形態的変化とDNAの断片化との因果関係が不
明であること，などを考慮すると結果のそのものに矛盾はないように思われる．
HTC細胞で観察されたこの細胞死は，生理的な細胞死の一形態と見るよりも，アポ
トーシスで起こる形態的変化のプロセスに異常に蓄積したポリアミンが働いた結
果起こったものと考えるのが妥当だろう．しかし，このスペルミジンの作用は構
造特異的であり，何らかの高分子の関与が示唆される．樹立細胞系では異常な状
況で観察される現象であっても，免疫細胞の分化や発生の過程での細胞死のプロ
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セスにスペルミジンが生理的に関与するかどうかは今後の興味ある課題である．
③ポリアミン欠乏細胞が投与したスペルミジンを蓄積するメカニズム
　細胞内ポリアミン量は，その生合成，代謝および取り込み速度が変化すること
で，巧妙に調節されている．この調節は，増殖刺激に対してばかりでなく，細胞
内ポリアミン量に対しても敏感に反応し，ポリアミン合成の律速酵素であるODC，
代謝の律速酵素である　　SSATおよび取り込み系において最も顕著であることが
明らかになっている．細胞内ポリアミンレベルの上昇は，通常，SSAT活性を誘導
し，ODC活性および取り込み系を抑制する．したがって，培養細胞を単にポリア
ミンを含む培地で培養するだけでは，細胞内ポリアミン濃度が至適であるかぎり，
細胞内にポリアミンを過剰に蓄積させることは困難となる．本研究で扱ったHTC
細胞におけるスペルミジンの過剰蓄積は，ODC阻害剤の長期投与によって，この
ような調節になんらかの障害が起きたことを意味しており，その障害を追跡する
ことは，未だに実体が明らかになっていないポリアミンの取り込み系に関する情
報を得ることになるであろう．
　ポリアミンの過剰蓄積が種々の細胞系で報告されることはまれであるが，先に
も述べたように，最近，2つのグループから本研究と類似の研究結果が報告され
ている．すなわち，Mi七chellらは，本研究で用いたのと同じHTC細胞でODC過
剰産生株を分離した際，細胞が低濃度のポリアミン投与で容易に死ぬことを見い
だし，これらの細胞が通常の数倍量のポリアミンを取り込むことを報告した7）．
また，Poulinらは，マウス白血病由来のL1210細胞のODC過剰産生株に，低濃
度のスペルミジン存在下浸透圧ショックを加えると，細胞が急激にスペルミジン
を取り込み，細胞死に至ることを報告した．Mitchellらはさらに，過剰蓄積のメ
カニズムを検討し，ポリアミン取り込み活性を抑制する因子が，　ODC過剰産生株
において有効に機能しなくなったことが蓄積の理由であると推察している．本研
究におけるスペルミジンの過剰蓄積も，基本的には同一の抑制蛋白が関与するも
のと思われる．
一　53　一
　本研究結果から明かなように，AOAP投与期間の延長はポリアミンによる取り込
み系の抑制を起こり難くする．その理由は明確ではないが，投与期間の延長が蛋
白合成を低下させることが，取り込み系の抑制に関わる新たな蛋白の合成を起こ
り難くしているものと思われる．実際，蛋白合成阻害剤であるシクロヘキシミド
の投与は，著しいスペルミジンの蓄積と細胞死をもたらすことが本実験系におい
ても確認された．
　　スペルミジンの蓄積によってなぜ細胞死が起きるのかについては不明である．
この細胞死では，細胞容積が縮小し，ミトコンドリアの傷害による通常の壊死と
はその形態が明らかに異なっている．一方，核の凝縮は観察されるが，DNAの断
片化が観察されず，蛋白合成を阻害するとさらに細胞死が著しくなることから，
この細胞死が遺伝子の直接関与するアポトーシスであるとは考え難い．細胞容積
の縮小は，明らかに細胞内の水分の漏出を伴っており，イオンチャネルに何らか
の変化が起きているのかもしれない．最近，膜電位を維持するために働くカリウ
ムイオンチャネルの調節にポリアミンが関わることが明らかになっており，細胞
容積の調節に関わる種々のイオンチャネルが高濃度のポリアミンにより影響を受
ける可能性もあるだろう．当教室で行われた予備的な実験では，只中の蛋白の架
橋を形成させる酵素であるトランスグルタミナーゼの阻害剤の投与で，スペルミ
ジンによる細胞死が抑制されることも示されており，この細胞死のメカニズムを
明らかにすることは，ポリアミンの新たな生理作用を見いだすことにつながるか
もしれない
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④ポリアミン導入試薬の開発
　本研究では，まずジアセチルポリアミンを系統的に合成し，ラット肝臓から部
分精製したPAOに対するそれらの基質性を調べて，効率よく基質となるジアセチ
ルペンタアミンを導入試薬の候補として選択した．その際得られた結果から，
PAOによって脱離する基はアセタミドプロピル基がよいこと，電荷を持つ窒素原
子間の距離が重要であること，ジアセチルペンタアミンに比べてモノアセチルテ
トラアミンの酵素に対するKm値が低いこと，アルキル基の切断反応自体の特異
性はそれほど高くないことなどが推察された．ラットのPAOに対するポリアミン
アナログの基質性をこのように系統的に調べた例はこれまでになく，PAOのポリ
アミン結合部位を推察する上からも本研究結果は興味深い．今後，これらのアセ
チルポリアミンを用いて反応速度論的に解析をすすめることで，PAOの活性部位
構造の推定が可能になるであろう．
　DA3333およびDA3343はそれぞれノルスペルミジンおよびスペルミジンの補給
を目的とした導入試薬として有望である．ポリアミン濃度が低下したHTC細胞に
速やかに取り込まれ，投与後1時間で対応するポリアミンの生成が確認できた．
今後取り込み活性を調べる必要があるが，取り込まれたジアセチル体がすぐにポ
リアミンに変換されたと考えると，同条件におけるスペルミジンの約20分の1の
t．速さで取り込まれることになる．また，細胞内にはジアセチル体，モノアセチル
体ともに検出されず，取り込まれたジアセチル体はすぐに代謝されるものと思わ
れる．ラット肝臓からの部分精製PAOを用いた実験結果は，モノァセチルテトラ
アミンがジアセチルペンタアミンよりも小さいKm値をもつことを示唆しており，
取り込まれたジアセチル体は細胞内ですぐにトリアミンにまで変換されると考え
られる．
　ジアセチルペンタアミンはポリアミン欠乏細胞には効率よく取り込まれて対応
するポリアミンを生成するが，薬物無処理の細胞に投与するとその取り込み量は
著しく低下する（未発表）．ポリアミン欠乏細胞にジアセチル体を投与しても取り
込み量は一定になり，過剰な取り込みが起こらないことかうも示されるように，
ジアセチル体の取り込み量は，細胞内ポリアミンレベルの上昇に反応したポリア
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ミン取り込み系の抑制によって，制限されるのだろう．この機構によって，細胞
内ポリアミン量が十分量存在する無処理細胞では，ジアセチル体の取り込みが起
こり難くなる．したがって，細胞内へのポリアミンの過剰導入の効果を調べるた
めには，今回調べたジアセチル体は不適当であり，アセチル基の代わりに大きな
疎水性基を導入したアシルポリアミンなど，ポリアミン取り込み系を利用しない
導入試薬のデザインも今後は必要と思われる．
　本研究は培養実験で使用できる導入試薬の開発を当面の目標としているが，ジ
アセチル体を直接動物に投与した際に安定に血流中に存在するかどうかは興味深
い．動物へのポリアミンの直接投与は，急性の腎障害が起こるため困難であると
されている．その原因は必ずしも血清アミン酸化酵素が関与するものではないか
も知れないが，アセチルポリアミンが排泄型の代謝物であることを考えれば，ジ
アセチル化がポリアミンの毒性の改善に役立つ可能性は高いものと思われる．血
清中でも安定なジアセチル体がこれまでに実現できなかった組織へのポリアミン
供給を可能にするかも知れない．
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